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Rcsumo: Neste trabalho foram preparadas infusoes de folhas de freixo secas, Cada infusao foi 
dividida em duas fracyoes, tendo uma sido utilizada para a obtenyao do material polimerico 
pOl' dialise (Dial) e a outra submetida a uma extracyao em fase solida CI S, sen do a fase aquosa 
recolhida composta pelo material nao retido (C18 H20) e a fracyao de metanol composta pelo 
material retido e eluido neste sol vente (C18 MeOH). A analise da composiyao glicosidica 
Illostrou que a fracyao C 18 H20 era rica em glucose e Illanose; a fracyao C 18 MeOH era rica 
em glucose e a fracyao Dial era rica em acidos uronicos, arabinose, galactose e glucose. A 
frac~ao C 18 H20 era a mais pobre em compostos fenolicos e a que apresentou menor 
actividade antilTadicalar. As fracyoes CI8 MeOH e Dial apresentaram actividades 
antirradicalares semelhantes entre si, apesar de possuirem quantidades de compostos fenolicos 
totais distintas. A fracyao Dial , constituida por material de peso molecular superior a 12-14 
kOa, foi ainda sujeita a uma analise de liga\{oes glicosfdicas, atraves da analise pOI' GC-MS 
dos respectivos acetatos de alditol parcialmente melilados. 0 resultado obtido permitiu inferir 
a presenya de residuos glicosfdicos caracteristicos de arabinogalactanas do tipo IT, 
xiloglucanas e xilanas. 
1. INTRODUC;Ao 
A utiliza\{iio com fins medicinais de infusoes preparadas a partir da planta Camilla sinensis, 0 
cha, e uma pratica bastante comum e antiga, cujos aspectos qufmicos sao bem conhecidos [I], 
No entanto, na medicina popular existe uma grande diversidade de plantas que sao utilizadas 
na fonna de infus6es com fins medicinais, Embora a actividade biologica e os potenciais 
efeitos beneficos para a saude de algumas dessas infusoes esteja documentada, como e 0 caso 
da infusao cle camomila [2], a utilizayao cia maioria das infusoes baseia-se num conhecimento 
empirico, sem uma base cientffica solida. Em algumas regioes de Portugal, llomeaclamente na 
regiao de Tn\s-os-Montes, a utilizayao de infusoes de plantas para fins medicinais tem larga 
tradiyao [3J, Entre as plantas utilizadas podemos encontrar 0 freixo (Fraxinus anguslifolia), 
mais precisamente as suas folhas secas, utilizadas pelas populayoes para a prepara\{ao de 
infusoes em situa<;oes de hipertensao arterial, reumatismo e acido urico [31. 
Os beneffcios das infusoes de plantas estao relacionados com a presenya de compostos 
fenolicos, oleos essenciais e polissacarideos, entre outros. Apesar dos compostos fenolicos e 
oleos essenciais serem objecto de estudo ha mais de clnas decadas, a estrutura dos 
polissacarfdeos presentes nas infusoes de plantas, bem como 0 seu contributo para os 
beneficios para a saucle, sao escassos, De facto, os polissacarideos provenientes cle diversas 
origens botanicas, como cogumelos, algas, liquenes e plantas superiores tem clespertado a 
atenyao devido as suas propriedades terapeuticas e relativamente reduzida toxicidade [4], 
demonstrando um elevado potencial para utilizayao como compostos com aCyao 
imunomoduladora, antitumoral e curativa de feridas. Os polissacarfdeos normal mente 
associaclos a estes efeitos sao as arabinogalactanas [5 , 6, 7], no entanto, as ~-(l-3) glucanas, 
glucomananas acetiladas e ramnogalacturonanas tambem possuem actividade biol6gica [8]. 
Na literatura, as referencias it actividade biol6gica das xilanas sao relativamente escassas, no 
en tanto, recentemente foi relatada a presen~a nas sementes de algumas plantas de compostos 
deste tipo que apresentaram actividade imunomoduladora [9]. 
Neste trabalho foram preparadas infusoes de folhas de freixo secas, que foram utilizadas para 
a caracteriza~ao do material glicosfdico e respectiva actividade antioxidante. 
2. MATERIAL E METODOS 
2.1. Preparat;ao das infusoes e respectivas fraq:oes 
Preparam-se infllsoes, em triplicado, com 20 gramas de folhas secas de freixo. Adicionaram-
se ISO mL de aglla destilada em ebllli~ao e deixou-se 0 material vegetal em contacto durante 
5 min. A infusao foi filtrada e dividicla em duas por~oes c1e volumes iguais. Uma das por~oes 
foi c1ialisada (MWCO 12-14 kDa), dando origem a frac~ao Dial. A outra por9ao foi aplicada 
num cartucho comercial de extrac~ao em fase s61ida (SPE) CI S que foi elufdo com agua 
destilada, ciancio origem a frac~ao CI8 H20. A eluigao com metanol acidico (0,1 %) clo 
material reticlo deu origem a fracgao C 18 MeOH. As fraq:oes obtidas foram concentradas e 
liofili zadas. 
2.2. Analise de a~ucares e de Iiga~oes glicosidicas 
Os a«ucares neutros foram quantificados por GC-FID, ap6s hidr61ise de Saeman e 
derivatiza~ao a acetatos c1e alditol tlO,II]. Os aciclos ur6nicos foram quantificados pelo 
metodo colorimetrico de Blumenkrantz e Asboe-Hansen [12] , tal como clescrito por Coimbra 
et al. [13]. 
2.3. Compostos fenolicos totais e actividade antirradicalar 
Os compostos fen61icos totais (CF) foram detenninados atraves do metodo colorimetrico de 
Folin-Ciocalteau [14], lItili zando como padrao 0 acido galico. Os resultados foram expressos 
como miligramas de acido gali co por gram a de material. 
A actividade antioxidante c10s extractos foi medida de acordo com a actividade antirraclicalar, 
determinada pelo metodo do DPPH tal como descrito por Hatano el al. [15 J e expressa em 
termos do respectivo ECso, defi niclo como a concentra~ao de extracto que inibe em 50% a 
forma~ao de radicais DPPH. A percentagem c1e inibi ~iio da forma~ao de radicais DPPH (J, 1-
difenil-2-picril-hiclrazilo) foi caIculada atraves da expressao: 
% Inibi~ao =[(ADPPH X AAmostrn )lADppH] X 100. (I) 
2.4. Analise de Iiga~iies glicosfdicas 
Os polissacarfdeos foram dissolviclos em dimetil sulf6xido, activados com hiclr6xido de s6c1io 
e metilados com iodeto c1e metilo [15,16], tal como descrito por Coimbra el al. [13].0 material 
obtido foi hidrolizado com acido trifilloroacetico 2 M a 100°C, durante 30 min., e os 
monossacarfcleos parcialmente metilados foram reduzidos com boro-hidreto de s6dio 
deuterado e acetilaclos com anidriclo acetico, utilizanclo 1-l1letilil1lidazole como catali zador. 
Os acetatos de alditol parcial mente l1letilados foram identificaclos e quantificados por GC-MS. 
2.5. Analise estatfstica 
A analise estatfstica dos resultados foi realizada, com recurso ao software estatfstico "SPSS 
Statistics 17.0", aU'aves de analise de variilncia (ANOYA) segllida de teste de Tukey para 
cOl1lpara~ao de medias (nivel de significilncia de p :5 0,05). 
3. RESULTADOS E DlSCUSSAO 
3.1. Quantidade total de material e rendimento glicosidico 
o valor da massa total de cada uma das frac~6es obtidas e 0 respectivo rendimento em 
a~licares encontram-se na Figura I. A frac~ao CI8 H20 deu origem a quantidades de material 
superiores (818±40 mg), enquanto a frac~ao Dial proporcionou as menores quantidades de 
material total (l9,4±O,9 mg) (Figura la). A quanti dade de materi al polimerico representa 2% 
do material total recolhido a partir da infusao. 
1000 4':0 
900 r. 4(-0 
" 300 
, 
v_ 3~O ~ B 
700 
"" 
3(00 ~ Eg E '00 
-x ~:O 
',i lOll e w 
• 
r. 
" 
~(O 
--
'" 
o 0 1:0 ~ ~ c 
300 . " ~ '2 lW 
I 
!OO r. ~ u 
'0 ., 
Hi\} ;£ 0 
(13 1110 (l!1II.kOII [)i~1 CIS II ~O C131\1(CI 
a) frac~.iD b) 
Figura 1- a) Quuntidade total de material e b) quantidade de a<;ucares das frac<;6es obtidas a pm1ir da 
infusao de folhas secas de freixo 
A Figura I b mostra que a percentagem de ac;licares presente em cada frac~ao obtida foi 
bastante semelhante, entre os 37% (C18 H20) e os 29% (Dial). No caso desta ultima frac~ao, 
este resultado permite concluir que os polissacarideos correspondem a 29% do material 
polimerico da infusao e menos de I % do material total recolhido. 
3.2. Composil;ao glicosidica das frac~oes 
A composic;:ao glicosidica das tres fracc;6es obtidas mostrou ser variada (Figura 2). A fracc;ao 
CI8 H20 e rica em manose (SO, 1±3,4 %) e glucose (32,8±S,8 %), a fracc;ao CI8 MeOH e rica 
em glucose (69,4±2,7 %) e a fracc;:ao Dial e rica em arabinose (lS,2±1 ,9 %), galactose 
(l7,7±O,4 %), glucose (30, 1±1 ,3 %) e acidos ur6nicos (J8,9±2,9 %). 
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Figura 2 - Compos i<;ilo glicosidica, expressa em percentagens mol ares, das frac<;6es obtidas a partir 
da infusao de fo lhas secas de freixo 
3.3. Compostos fen6licos e actividade antirradicalar 
A Figura 3a mostra que as tres frac~6es obtidas apresentaram qllantidades distintas de 
compostos fen61icos totai s, sendo a frac~iio CI8 MeOH a mais rica (l76±1 7 mg CF/g 
extracto), enquanto a frac~ao C I8 H20 foi a mais pobre (18,2±2,0 mg CF/g extracto). 
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Figura 3 - a) Quantidade de compostos fe n6licos totai s, expressa em miligrama de compostos 
fen6licos totai s por grama de extracto obtido, e b) actividade antirradicalar das fracqoes obtidas a 
partir da infusao de folhas secas de freixo 
Durante a elui ~iio dos cartuchos de SPE C, g com agua, a maiOl'ia dos compostos fen6li cos 
ficou retida na fase estaciomlria, dan do origem a frac~6es relativamente pobres em compostos 
fen61icos (C18 H20). A elui~ao com metanol removeu a maior parte dos compostos fen6licos 
presentes na infusao, dando origem as frac~6es C 18 MeOH, ricas em compostos fen6licos. 
Este facto parece indicar a presen~a nas inflls6es de uma elevada quantidade de compostos 
fen61icos de maior hidrofobicidade relativamente a compostos fen61icos de menor 
hidrofobicidade. A frac~ao Dial apresentou uma quanti dade de compostos fen6licos totais 
intermedia, correspondente a compostos fen61icos associ ados a polissacarfdeos e/ou a 
material proteico. 
As frac~6es C 18 H20 (EClU de 1,0±0,2 mg/mL ) e C 18 MeOH (EClU de 0, 19±0,00 mg/mL) 
apresentaram uma actividade antilTadicalar significativamente distinta, enquanto a frac~ao 
Dial apresentou um valor de EClU um pouco superior it da frac~iio C 18 MeOH (Figura 3b), 
mostrando que 0 material polimerico apresenta uma capacidade antilTadicalar comparavel it 
que se encontra nos compostos fen61icos livres presentes na frac~ao CI8 MeOH. 
3.4. Liga"oes glicosidicas 
Com 0 objectivo de compreender que tipo de polissacarfdeos estaria presente na frac~iio Dial, 
realizou-se uma analise de meti la<;:ao (Tabela I ). 
Os resultados obtidos , mostraram a presen~a de resfduos de galactose em liga<;:ao (1--+3), 
(1 --+6) e (1 --+3,6), na propor~ao ( I :5 :3), para alem de uma quantidade elevada de residuos de 
arabinose em Jiga~iio terminal, diagn6sticos da presen~a de arabinogalactanas do tipo II [1 8]. 
Foram tambem detectados resfduos de glucose em ligac;:iio (1 --+4), residuos de xilose em 
liga~ao (1--+2) e terminal, para alt~m de resfduos de galactose e fucose em liga~ao terminal, 
permitindo inferir a presen~a de xiloglucanas. Embora detectados em reduzida quantidade, a 
presens;a de resfduos de xi lose, em liga~ao (1--+4) podenl indiciar a presen<;:a de xilanas. 
Tabela 1 - Composiy30 das liga,6es glicosidicas da frac,ao Dial. 
Liga,ao % Molar 
T-Rhap 6,9 
2-Rhap I, I 
Rha Total 8,0" (10,1)" 
T-Fuep 1,2 
Fue Total 1,2 (1,2) 
T-Ar'!f 13,8 
2-Ar'!f 1,0 
3-AnJ 3,4 
5-Ar'!f 5,0 
Ara Total 23,2 (18,7) 
T-Xl'lp 3,9 
2-Xylp 0,5 
4-Xylp 0,9 
2,4-Xylp 1,7 
Xyl Total 7,0 (3,5) 
2-Manp 0,8 
4-Manp 5,2 
4,6-Manp 1,0 
Man Total 7,0 (7,5) 
T-Galp 6,3 
3-Galp 1,8 
6-Galp 8,9 
3,6-Galp 5,6 
Gal Total 22,6 (21,8) 
T-GIcp 13,8 
4-GIcp 10,1 
6-Glep 7, I 
G le Total 31,0 (37,1) 
;1 pcrccntagem molar tota l obtida atraves da an5li sc de metilwrao 
h percentagcm molar obtida alIaves da aml1isc de a~ucarcs 
4. CONCLUSOES 
As infusoes das folhas de freixo apresentam lima frac~ao de ma terial polimerico com 
actividade antioxidante e cujas ligayoes glicosidicas apontam para a presen~a de 
arabinogalactanas, xiloglucanas e, eventualmente, xilanas . Alguns des tes polissacarideos [(~m 
s ide descritos como poss uindo actividades beneficas pm'a a sm.'ide. Tambem a frac~ao 
hidrof6bica (C 18 MeOH) e rica em compostos fen6licos e possui elevado poder 
antirradicalar. Estes extractos me recem atenyao num futuro trabalho de caracteriza<;ao. 
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